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摘要 :【 目 的 ] 葛 麻 乔 Samia cynthia ricini 属于 鳞 翅 目 昆 虫 ,其 体内 存在 的 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 

(chymotrypsin inhibitor, CI) 对 芝麻 自 的 正常 生长 发 育 和 自身 防御 能 力 有 重要 的 作用 。 获 得 蔚 麻 看 

的 CI 种 类 分 布 信息 ,以 及 研究 各 种 CI 的 功能 ,可 以 为 铸 翅 目 害虫 的 生物 防治 提供 理论 依据 。[【 方 

法 ] 本 实验 通过 非 变 性 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电泳 (native-PAGE) CI 活性 染色 技术 ,对 18 个 葛 麻 乔 品 

系 的 主要 组 织 器 官 中 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 的 多 态 性 分 布 进行 了 调查 ,并 对 各 品系 ee 

量 和 CI 活性 进行 了 测定 。 【结果 】 在 pH8.6 电泳 下 ,各 如 es 检测 到 7 条 CI 活性 带 ,在 pH 

4.0 各 品系 血液 中 可 检测 到 3 条 CI 活性 带 ;血液 中 的 CI 含量 从 5 冷 第 3 Rl 
一 直 维 持 着 很 高 的 含量 ; 头 、 体 壁 和 脂肪 体 中 的 CI 都 不 如 血液 中 的 CI 含量 高 ,而 丝 腺 中 未 检 

ma 任何 CI。 【结论 】 与 家 蚕 Bombyx mori 血液 中 的 含量 相 比 , 葛 麻 蚕 血液 中 的 CI 含量 更 高 ,CI 种 
态 性 分 布 不 仅 体 现在 不 同 品系 的 同一 组 织 , 还 体现 在 同一 品系 的 不 同 组 织 。 

0 蕊 麻 乔 ; 家 乔 ; 组 织 器 官 ; 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 ; 比 活性 
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Distribution of chymotrypsin inhibitors in major tissues and their content 
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Abstract:【 Aim 】 The Eri-silkworm, Samia cynihia ricini, is a lepidopteran insect. Chymotrypsin 
inhibitors (CI) play important roles in the development and defense of the Eri-silkworm. The analysis of 
the polymorphism of Cls between different strains and the functional study of Cls in the Eri-silkworm 
could provide theoretical evidence for controlling Lepidoptera insects. [ Methods)] We investigated Cls in 
major tissues of 18 strains of $. cynthia ricini by using pH 8.3 and pH 4.0 native polyacrylamide gel 
electrophoresis. At the same time, the total protein content and CI activity in the hemolymph were 
determined. [Results) Seven CIs were found in the hemolymph of different strains of S. cynihia ricini in 
the pH 8. 3 PAGE, and three Cls were found in the pH 4.0 PAGE. The Cls in the hemolymph 
maintained very high level from the 3rd day of the Sth instar larvae to the lst day of the pupae. Cls had 
relative lower contents in the head, integument and fat body than in the hemolymph, and could not be detected 
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in the silkgland. [ Conclusion) The expression level of CIs in S. cynihia ricini is higher than that in the 


silkworm, Bombyx mori. The polymorphism of Cls in S$. cynthia ricini means that Cls vary in the same 


tissue of different stains and different tissues of the same strain. 
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胰 凝 乳 和 蛋白 酶 抑制 剂 (chymotrypsin inhibitor， 
CI) 属于 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 ,广泛 存在 于 植物 、 动 
物 和 微生物 体内 ,通过 抑制 或 者 降低 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 
的 活性 ,在 多 个 生物 学 过 程 中 发 挥 调节 作用 ,维持 生 
物体 的 正常 生长 发 育 (Suzuki and Natori，1985; 
Frobius et al.，2000)。Habu 等 (1992 ) 发 现 四 楼 豆 
Psophocarpus tetragonolobus 的 Kunitz 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 
抑制 剂 WCI( winged bean chymotrypsin inhibitor) 由 
至 少 含有 7 个 成 员 的 多 基因 家 族 编码 。Tsybina 等 
(2004 ) 在 小 麦 种 子 中 分 离 到 BWI-lc，BWI-2c， 
BWI-3c 和 BWI-4c 4 种 低 分 子 量 的 丝氨酸 蛋白 酶 抑 
制剂 和 一 种 大 分 子 的 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 WSZ1 ， 
它们 对 酸 碱 和 温度 都 有 很 高 的 稳定 性 。 在 蜜蜂 中 发 
现 了 3 种 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 AMCI-1 ~ AMCI-3 ,这 
3 者 之 间 具 有 很 高 的 同 源 性 ,都 对 牛 w- 胰 凝 乳 和 蛋白 
酶 有 明显 抑制 作用 (Bania et al., 1999; Cierpicki et 
al.，2000 ) 。Kanost ( 1990 ) 从 烟草 天 蛾 Manduca 
sexta 幼虫 血液 中 纯化 了 4 种 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 ， 
其 中 1 种 对 猪 胰 肽 酶 和 牛 胰 凝 乳 蛋 白 酶 有 抑制 作 
用 。 沙 漠 蝗 虫 Schistocerca gregaria 中 也 发 现 了 相似 
的 胰 凝 乳 重 白 酶 抑制 剂 ,目前 已 经 分 离 到 其 中 的 5 
种 ,其 中 SGPI-1 抑制 胰 凝 乳 蛋 白 酶 和 胰 和 蛋白 酶 ， 
SGPI-2 抑制 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 和 弹性 蛋白 酶 , SCPI-3 ， 
SGPI-4 和 SGPI-5 只 抑制 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 (Mer et al.， 
1996) 。Rai 等 (2010) 从 析 鼻 Aniheraea pernyi 血液 
中 纯化 到 一 种 AmP1, 可 以 抑制 胰 凝 乳 和 蛋白酶 ,推测 
其 在 梓 蛋 的 防御 机 制 中 起 重要 作用 。 

在 鳞 翅 目 昆虫 中 ,家 看 Bombyx mori 的 胰 凝 乳 
便 白 酶 抑制 剂 研究 较为 系统 和 全 面 。 家 夺 的 CI 分 
布 具 有 丰富 的 多 态 性 , 且 在 家 看 的 整个 生长 发 育 时 
期 都 表达 ,具有 重要 的 生理 作用 。Fuwjii 等 (1996a， 
1996b) 根据 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 和 CI 活性 染色 ,发 
现 家 乍 血液 中 至 少 存在 16 种 以 上 的 胰 凝 乳 和 蛋白酶 

































































离 到 2 种 CIs( CI-1 和 C1-2) ,分 子 量 分 别 为 10.4 和 
7.9 kDa,pl 分 别 为 7.12 和 7.00。 赵 萍 等 (2007 ) 对 
CI-9 进行 分 离 纯 化 、 克 隆 和 理化 性 质 研究 ,认为 CI-9 
是 一 种 低 分 子 量 ,对 温度 和 酸 碱 稳定 的 酸性 Kunitz 
类 型 C1, 与 其 他 家 盔 CI 比较 ,CI-9 的 比 活 性 最 强 。 
Liu 等 (2014) 从 家 看 脂 肪 体 中 克隆 了 SW-AT-l 并 获 
得 了 表达 蛋白 ,发 现 SW-AT-l 在 pH 4 ~10 都 能 
持 活 性 。 作 者 还 通过 突变 的 方法 发 现 了 SW-AT-l 
的 活性 位 点 。 

艺 麻 看 Samia cynthia ricini 和 家 奉 同 属于 鳞 怒 
目 昆 虫 ,而 鳞 翅 目 昆 虫 是 农业 和 和 森林 害虫 的 主要 种 
类 ,每 年 给 世界 农业 林业 造成 难于 估量 的 损失 。 艺 
麻 盔 属于 野生 类 型 的 无 滞 育 期 多 化 性 鳞 翅 目 昆 虫 ， 
其 生存 环境 与 野外 害虫 更 为 接近 ,为 探讨 胰 凝 乳 蛋 
白 酶 抑制 剂 ( CI) 在 万 麻 看 品系 间 的 多 态 性 分 布 和 
生理 功能 ,为 鳞 运 目 害 虫 防治 提供 一 些 参考 依据 ,本 
研究 利用 非 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (native- 
PAGE) 和 活性 染色 方法 ,调查 分 析 了 18 个 药 麻 看 品 
系 的 时 期 和 组 织 分 布 差异 性 ,并 与 家 盔 的 CI 分 布 进 
行 了 比较 。 










































































1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 及 主要 试剂 

以 广西 壮族 自治 区 看 业 技术 推广 总 站 囊 赠 的 
678、 广 白 黄 、B2、 小 花白 、 高 白 、 南 一 、 朝 白 、 桂 B、 
681 、 素 白白 有 、 申 蓝 、B4、 花 黄 、 花 青 黄 、 白 黄 、 杜 花 
黄 和 兰花 共 18 个 历 麻 看 品 系 作为 实验 材料 ,以 本 实 
验 室 基 因 库 保存 的 大 造 .21-872 .17-161 .05-310 、19- 
610 和 05-033 共 6 个 品系 作为 实验 对 照 。 

胰 凝 乳 和 蛋白 酶 、 N-acetyl-D, L-phenylalanine-B- 
naphthylester 和 N，N'-dimethylformamide 等 购 于 
Sigma 公司 , 聚 丙 烯 酰胺 、 双 甲 又 丙烯 酰胺 、 磷 酸 二 









































抑制 剂 , 按 其 电泳 速度 分 为 CL1 ~ CI-13 等 。 目 前 ， 
已 从 家 看 血液 中 分 离 纯 化 出 多 种 CI 蛋白 ,分 析 了 其 
基本 理化 性 质 、 表 达 模 式 、 氨 基 酸 序列 和 基因 组 结构 
等 ,并 对 其 功能 进行 了 初步 研究 。Fujii 等 (1989 ) 从 
家 看 血液 中 分 离 纯 化 到 CI-13 ,该 蛋白 分 子 量 为 
14 kDa,pl pi Deng 等 (1990) 从 家 看 血液 中 分 











氢 钠 、 磅 酸 氧 二 钠 等 其 他 药品 购 于 上 海 生 工 。 
1.2 样品 采集 和 组 织 蛋 白质 提取 

分 别 取 供 试 获 麻 看 品 系 4 眼 、5 龄 起 看、5 龄 钢 
食 12b5 龄 第 3 天 ,5 龄 第 5 天 .上 族 第 1 天 、 吐 丝 
完毕 和 化 肾 当 天 的 春 体 血液 。 用 针 刺 破 腹 足 ,在 冰 
上 收集 血液 置 于 加 有 少量 茶 基 硫 脲 的 离心 管 中 , 在 
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4% 下 经 12 000 rmin 离心 20 min ,吸取 上 清 然 后 分 
装 至 离心 管 置 于 -20Y 保存 备用 。 

分 别 解剖 供 试 获 麻 看 品系 上 述 发 育 时 期 在 体 ， 
取出 头 \ 体 壁 、 脂 肪 体 和 丝 腺 组 织 , 用 预 冷 的 0.75% 
生理 盐水 洗涤 后 迅速 放置 于 离心 管 中 , 于 -20Y 保 
存 备用 。 称 取 各 组 织 约 0.1 g 于 研 钵 中 ,加 入 液 氮 ， 
迅速 研磨 至 粉 状 , 使 组 织 细胞 充分 破碎 。 把 粉末 转 
移入 1.5 mL 的 离心 管 中 , 加 入 0.5 mL pH 7.4 磷酸 
缓冲 液 使 其 充分 裂解 ,然后 12 000 r/min 4% 离心 30 
min, 取 上 清 然 后 分 装 至 离心 管 中 , -20% 保存 备用 。 
1.3 蛋白 质 的 定量 

以 牛 血 清白 蛋白 (BSA) 作 为 蛋白 质 定量 标准 ， 
将 血液 稀释 30 倍 ,根据 Bradford( 1976 ) 法 , 测定 蛋 
白质 的 浓度 ,计算 各 品系 血液 中 的 蛋白 质 质量 浓度 
(mg/mL)。 

1.4 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 活性 测定 

参照 赵 萍 等 (2003 ) 的 方法 在 0.1 mL 的 0. 05 
g/L a- 胰 凝 乳 和 蛋白酶 溶液 (pH 7.4 的 0.1 molL 磷 
酸 盐 缓冲 液 溶解 ) 中 加 入 0.1 mL pH 7.4 的 0.2 
molL 磷酸 盐 缓 冲 液 ( 对 照 ) 或 者 不 同 浓度 的 苞 麻 看 
血液 样品 (pH 7.4 的 0. 1 molL 磷酸 盐 缓冲 液 稀 
释 ) ,在 37% 中 孵育 10 min, 使 混合 溶液 充分 反应 ， 
加 入 0.1 mL 的 2% 栈 蛋白 (pH 7.4 的 0.1 molL 磷 
酸 盐 缓冲 液 溶解 ) ,进一步 在 37Y 中 孵育 10 min, 加 
入 1.5 mL 的 6.6% 三 氧 乙酸 (TCA) 停 止 反 应 ,室温 
下 经 3 000 xmin 离心 20 min, 取 上 清 液 在 紫外 分 光 
光度 计 用 波长 280 nm 测定 吸光 度 。 血 液 CI 的 抑制 
率 按 下 列 公 式 求 出 : 

抑制 率 = (无 CI 存在 下 胰 凝 乳 和 蛋白酶 活性 CI - 
存在 下 胰 凝 总 蛋白 酶 活性 )/ 无 CI 存在 下 胰 凝 乳白 
蛋白 酶 活性 x100% 。 

把 抑制 率 为 30% 的 CI 量 作 为 1 个 CI 活性 单位 。 
1.5 各 组 织 样品 非 变性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 
(native-PAGE ) 

非 变性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胺 电泳 (native-PAGE ) 或 
称 为 活性 电泳 是 在 不 加 入 SDS 和 芷 基 乙 醇 等 变性 
剂 的 条 件 下 ,对 保持 活性 的 蛋白 质 进行 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 电泳 ,该 方法 根据 蛋白 质 的 分 子 量 、 等 电 点 和 形 
状 等 特性 进行 分 离 。 参 照 Davis (1964 ) 的 方法 。 对 
供 试 品系 不 同 发 育 时 期 的 各 组 织 样 品 分 别 在 4%C 
pH 8.3 的 Glycine :Tris 缓冲 液 和 pH 4.0 的 醋酸 钾 
缓冲 液 中 用 3.3% 的 浓缩 腕 和 10% 的 分 离 胶 进行 碱 
性 和 酸性 Native-PAGCE ,样品 在 浓缩 腕 中 以 20 m 
恒定 电流 电泳 1 ~2 bh, 当 指 示 剂 ( 碱 性 电泳 用 省 酚 
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蓝 , 酸 性 电泳 用 甲 基 绿 ) 进入 分 离 胶 后 , 换 为 30 mA 
恒定 电流 电泳 3 ~4 h。 
1.6 ， 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 活性 染色 方法 

各 组 织 样品 经 Native-PAGE 后 , 凝 胶 中 的 CI 活 
性 参考 Uriel 和 Berges(1968 ) 的 方法 进行 检测 :将 癣 
胶 置 于 0.07% 的 胰 凝 乳 重 白 酶 溶液 中 ,37%C 孵育 
20 min 后 ,除去 蛋白 酶 溶液 ,用 Milli-Q 水 清洗 2 次 
后 ,室温 静 置 15 min, 加 入 0.1% 邻 联 匣 香 胺 染色 液 
和 0.2% N-acetyl-D, L-phenylalanine-B-naphthylester 
基质 液 的 混合 液 进行 染色 ,并 于 37% 孵育 20 min， 
除去 基质 染色 混合 液 ,最 后 加 入 2% 醋酸 洲 液 停止 
反应 ,整个 染色 过 程 需要 避 光 。 活 性 染色 原理 如 下 : 
底 物 N-acetyl-D, L-phenylalanine-B-naphthylester 可 
以 被 胰 凝 乳 和 蛋白酶 和 胰 和 蛋白 酶 水 解 ,水 解 后 的 物质 
与 染色 液 反 应 会 使 凝 胶 背景 被 染 上 亮 紫红 颜色 。 但 
酶 -抑制 剂 复合 物 对 该 底 物 没 有 水 解 活性 ,所 以 在 有 
抑制 剂 的 区 域 就 没有 被 染 上 颜色 而 出 现 了 白色 亮 
带 , 并 且 白 色 亮 带 的 浓淡 反应 了 抑制 剂 活 性 的 强 弱 。 



































2 结果 


2.1 不 同 萝 麻 和 大 品系 血液 中 CI 的 分 析 

不 同 曹 麻 和 蛋品 系 血 液 经 pH 8.3 和 pH 4.0 的 
Native-PAGE 和 CI 活性 染色 ,其 CI 种 类 分 布 电 泳 图 
谱 如 图 1 和 图 2 所 示 。 图 1 结果 表明 ,在 碱 性 电泳 
条 件 下 18 个 药 麻 看 品系 中 共 检 测 到 5 条 活性 带 ,分 
别 命名 为 E-CI1, E-C1-2, E-CI3，E-Cl4 和 上 -CI5 ,5 
种 Cls 的 等 电 点 依次 减 小 。 该 结果 与 赵 秀 振 等 
(2007) 在 其 他 品系 检测 的 结果 基本 一 致 。E-CI] ， 
E-CI2 和 E-C13 的 等 电 点 相近 ,在 所 有 的 品系 中 都 
表现 极 强 的 活性 ;而 E-Cl4 和 -C15 的 等 电 点 接近 ， 
在 不 同 品系 间 带 型 不 同 ,有 2 种 同时 表达 和 1 种 分 
别 表 达 的 现象 。 如 在 楼 花 黄 、 白 黄 .681.678 、.B2 . 南 

.小 花白 \. 白 有 、 高 白 \ 申 蓝 和 素 白 11 个 品系 中 同 
时 检测 到 E-CI4 和 EE-CI5 ;但 花 青 黄 只 有 -CI4 表 
达 , 广 白 黄 、 高 白 、 朝 白 \ 桂 B、 花 黄 和 兰花 6 个 品系 
中 只 检测 到 E-CI5。 因 此 ,我 们 推测 这 两 种 抑制 剂 
功能 较 相 似 。 与 家 盔 CI 种 类 分 布 电泳 图 谱 对 比 , 蕴 
麻 符 的 CI 种 类 主要 集中 分 布 在 家 和 蛋 CI-8 的 上 方 ， 
表明 大 部 分 为 中 性 蛋白 和 弱酸 性 蛋白 。 

从 图 2 我 们 还 可 以 看 出 ,在 pH 4.0 的 Native- 
PAGE 中 ,18 个 萝 麻 看 品系 的 血液 中 共 检 测 到 3 条 
活性 带 , 分 别 命 名 为 E-Cla，E-CIb 和 了 上 -CIc。3 种 
Cls 存在 于 所 有 供 试 品系 中 ,在 品系 间 的 活性 一 致 ， 
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其 中 E-CIb 比 了 -CIa 和 -Cle 的 活性 强 。 与 赵 秀 振 ” 抑制 剂 条 带 , 它 们 分 别 是 CI-bl, CI-b2, CI-b3 和 CI- 
等 (2007 ) 的 调查 结果 相 比 ,E-Clc 是 新 检测 到 的 1 ”hb4。 根 据 电 泳 迁移 度 分 析 萝 麻 和 大 中 检测 到 的 3 条 抑 
条 抑制 剂 条 带 。 与 之 对 照 的 家 看 血液 中 检测 出 4 条 ”制剂 带 与 家 看 的 4 条 抑制 剂 条 带 位 置 无 一 致 关系 。 


JOSE SO 10 1 12 "13 1 S16 17 18 19 5 202122 





图 1 葛 麻 大 不 同 品系 血液 中 CI 的 碱 性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 
Fig. 1 Electrophoretic patterns of Cls in the hemolymph of different strains of the Eri-silkworm, 
Samia cynthia ricini, by pH 8.3 native-PAGE 
1 -4: 家 春 品 系 血 液 Silkworm hemolymph (CK): 1: 大 造 Dazao; 2: 21-872; 3: 17-161; 4:05-310; 5 - 22: 艺 麻 鼻 品 系 血液 Eri-silkworm 
hemolymph: 5: 678; 6: 广 白 黄 Guangbaihuang; 7: B2; 8: 小 花白 Xiaohuabai; 9: 高 白 Gaoba; 10: 南 一 Nanyi; 11: 朝 白 Zhaobai; 12: 桂 B Gui 
B; 13: 681; 14: 素 白 Subai; 15: 白 有 Baiyou; 16: 申 蓝 Shenlan; 17: B4; 18: 花 黄 Huahuang; 19: 花 青 黄 Huaqinghuang; 20: 白 黄 Baihuang; 
21: 楼 花 黄 Cuhuahuang; 22: 兰花 Lanhua. 


0 2 天光 玫 风 LSISEE20 


E-Cla 

CI2-b4 E-CIb 

E-Cle 
CI2-b3 
CI3-b2 
CI4-bl 





图 2 葛 麻 大 不 同 品系 血液 中 CI 的 酸性 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 图 
Fig. 2 Electrophoretic patterns of Cls in the hemolymph of different strains of the Eri-silkworm, 
Samia cynthia ricinis, by pH 4.0 native-PAGE 
1 -2: 家 看 品系 血液 Silkworm hemolymph (CK): 1: 19-610; 2: 05-033; 3 -20: 艺 麻 鼻 品系 血液 Eri-silkworm hemolymph: 3: 678; 4: 广 白 黄 
Guangbaihuang; 5: B2; 6: 小 花白 Xiaohuabai; 7: 高 白 Gaobai; 8: 南 一 Nanyi; 9: 朝 白 Zhaobai; 10: 桂 B GuiB; 11: 681; 12: 素 白 Subai; 13: 


白 有 Baiyou; 14: 申 蓝 Shenlan; 15: B4; 16: 花 黄 Huahuang; 17: 花 青 黄 Huaqinghuang; 18: 白 黄 Baihuang; 19: 楼 花 黄 Cuhuahuang; 20: 兰花 
Lanhua. 


2.2 不 同 艺 麻 大 品系 主要 组 织 中 CI 的 分 析 CI 种 类 分 布 的 电泳 图 谱 ( 图 略 )。 分 析 电 泳 图 谱 , 发 
经 Native-PAGE 和 CI 活性 染色 ,获得 18 个 葛 。” 现 草 麻 乍 血液 中 检测 到 的 CI 种 类 最 多 ,覆盖 了 其 他 
麻 乍 品系 的 头 \ 体 壁 、 脂 肪 体 . 血 液 、 丝 腺 等 组 织 器 官 。 组 织 的 所 有 CI 种 类 。 图 3 为 申 蓝 品系 5 龄 第 5 天 
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不 同 组 织 器 官 中 CI 的 分 布 图 , 共 包 括 E-Cll，E- 
CI2, E-CI3, E-CI4, E-CI5, E-CI6, E-CI7, E-Cla, 
E-CIb 和 -Clc 等 带 型 。 在 申 蓝 血液 中 , 随 着 血液 上 
样 量 的 增加 ,在 图 3(A) 的 第 2 泳 道中 新 检测 到 E- 
CI6 和 E-CI7 ,表明 E-CI6 和 了 E-CI7 含量 较 低 ,只 有 在 
上 样 量 足 够 大 时 才能 检测 到 , 这 与 赵 秀 振 (2007 ) 等 
的 结果 一 致 。 头 部 和 体 壁 中 含有 E-CI1, E-CI2, E- 
CH4, E-CI5，E-Cla 和 -CIb ,脂肪 体 中 含有 E-CI2 ， 
E-CI4, E-CI7, E-Cla 和 了 E-CIb。 根 据 电 泳 图 谱 将 草 
麻 看 不 同 品 系 的 主要 组 织 器 官 中 CI 种 类 的 分 布 进 


1 2 3 4 5 


E-CIl 
E-CI2 


E-CI3 
E-CI4 
E-CIS 
E-CI6 


E-CI7 





A 


E-Cla 
E-CIb 


了 -CIc 


行 统计 ,如 表 1 所 示 。 从 表 1 中 我 们 可 以 看 出 ,在 碱 
性 电泳 中 ,同一 品系 不 同 的 组 织 器 官 间 CI 种 类 存在 
多 态 性 分 布 ,而 不 同 品系 同一 组 织 间 CI 分 布 也 存在 
多 态 性 。 如 :在 同一 品系 头 部 器 官 中 可 以 检测 到 下 - 
CI2 和 -C14 ,在 体 壁 中 可 以 检测 到 E-CI] ，E-CDI2 ， 
E-Cl4 和 下 -CI 等 ;在 不 同 品系 的 脂肪 体 中 ,只 有 在 
申 蓝 、681、 朝 白白 黄 、B4 和 B2 中 才能 检测 到 抑制 
剂 条 带 。 在 酸性 电泳 中 ,无 论 是 品系 间 还 是 组 织 间 
CI 种 类 分 布 基 本 一 致 ,无 多 态 性 。 在 18 个 药 麻 盔 
品系 的 丝 腺 中 没有 检测 到 任何 一 种 CI。 


1 2 3 4 全 6 
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图 3 药 麻 乔 申 蓝 品系 血液 及 其 他 组 织 中 CI 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 图 
Fig. 3 Electrophoretic patterns of Cls in the hemolymph and other tissues of the Eri-silkworm, Samia cynthia ricini 
strain Shenlan, by native-PAGE 
A: 碱 性 电泳 Native-PAGE gel pattern in the alkaline buffer; B: 酸性 电泳 Native-PAGE gel pattern in the acid buffer. 1, 2 : 血液 Hemolymph; 3: 头 


Head; 4: 体 壁 Integument; 5: 脂肪 体 Fat body; 6: 丝 腺 Silkgland. 





表 1 不 同 草 麻 蚕 品系 主要 组 织 中 CI 种 类 的 分 布 


Table 1 Distribution of CIs in major tissues of different strains of the Eri-silkworm, Samia cynthia ricini 














品系 Strains 组 织 Tissues E-CIl 上 上 -CD 上 -CH3 E-CI4 上 -CH 上 -CI6 E-CI7 E-Cla E-CIb E-Cle 
头 Head + + 十 乏 + + 
申 蓝 体 壁 Integument + 十 十 十 
Shenlan 脂肪 体 Fat body 十 十 二 二 十 
血液 Hemolymph 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
头 Head 十 十 这 十 
桂 B 体 壁 Integument + + + 二 这 十 十 
GuiB 上 肪 体 Fat body 地 什 
血液 Hemolymph + + + + + + + + + 
头 Head 十 六 + 
素 白 体 壁 Integument + + + 十 十 十 
Subai 上 肪 体 Fat body + 
血液 Hemolymph + + + 十 十 十 十 十 十 十 
头 Head 十 十 十 
体 壁 Integument + 谣 尘 于 
681 
脂肪 体 Fat body 十 十 十 + + 
血液 Hemolymph + 十 十 十 十 十 十 十 示 十 
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续 表 1 Table 1 continued 


品系 Strains 


组 织 Tissues 


E-Cll 


上 -CD 


E-CI3 


E-CI4 


E-CIS 


E-CI6 


E-CI7 


E-Cla 


E-CIb 


E- 


OO 
5 
a 





高 白 
Gaobai 


头 Head 
体 辟 Integument 
脂肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 


丰 


a 





楼 花 黄 
Cuhuahuang 


头 Head 
体 辟 Integument 


虽 肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





朝 白 
Zhaobai 


头 Head 
体 辟 Integument 


虽 肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





白 有 


baiyou 


头 Head 
体 辟 Integument 


虽 肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 


+ +|+ + + 





广 白 黄 


Guangbaihuang 





头 Head 
体 辟 Integument 


上 肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





花 黄 
Huahuang 


头 Head 
体 辟 Integument 


脂肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





678 


头 Head 
体 辟 Integument 


脂肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





白 黄 
Baihuang 


头 Head 
体 辟 Integument 
脂肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 


+ + + +|+ 





Nanyi 


头 Head 
体 辟 Integument 
脂肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





B4 


头 Head 
体 辟 Integument 


脂肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





B2 


头 Head 
体 辟 Integument 


虽 肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 


+ ++ +|+ + + 


Ee 








头 Head 
体 辟 Integument 








小 花 E 


Xiaohuabai 








上 肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





兰花 


Lanhua 


头 Head 
体 辟 Integument 


虽 肪 体 Fat body 
血液 Hemolymph 





花 青 黄 
Huaqinghuang 


血液 Hemolymph + 十 十 十 十 十 十 


头 Head 
体 辟 Integument 
虽 肪 体 Fat body 


二 平和 平和 | 二 千本 再 | 调 二 机 证 | 于 证 生 ; 二 | 二 半生 证 | 十 十 于 于 | 和 十 向, 二， 二 | 十 二 于 于 | 证 十 二 二 | 十 十 二 守 | 守 二 年 于 | 和 半生 二 | 二 二 汪 | 二 生生 
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2.3 ”万 麻 和 大 不 同 发 育 阶 段 CI 活性 的 变化 
在 碱 性 条 件 下 对 葛 麻 看 不 同 发 育 阶段 血液 中 
CI 的 活性 进行 了 检测 ,以 B2 品系 为 例 , 结 果 如 图 4 














所 示 ,实验 中 设立 4 个 家 看 品系 的 已 知 CI 活性 带 的 
检 出 效果 来 确定 实验 的 可 信和 度 。 结 果 表 明 4 个 家 看 
品系 的 CI 活性 带 全 部 清楚 检 出 ,与 文献 报道 的 结果 
一 致 ( 赵 薄 等, 2003) 。 从 B2 品系 不 同 发 育 阶段 血 
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液 中 CI 活性 的 变化 看 ,E-CIl ~E-CH 从 4 眠 开始 表 
达 , 活 性 逐渐 增强 ,5 龄 第 3 天 活性 显著 增强 ,直至 
化 晴 仍 保持 较 强 的 活性 。E-CI5 从 5 龄 起 在 开始 表 
达 , 随 后 活性 无 显著 增强 ,5 龄 第 3 天 当 了 -CH 活性 
显著 增强 的 同时 ,E-CI5 活性 反而 消失 。E-CI6 和 EE- 
CD7 在 5 龄 第 5 天 活性 能 明显 检 出 ,是 期 活性 减弱 ， 
难以 检测 。 





E-CIl 
E-CI2 
E-CI3 


E-CI4 
E-CIS 


E-CI6 
E-CI7 


到 4 蕴 麻 答 品 系 B2 不 同时 期 血液 中 CI 的 聚 丙烯 酰胺 凝 有 电泳 图 





Fig. 4 Electrophoretic patterns of Cls in the hemolymph of Samia cynthia ricini strain B2 at various 
developmental stages by pH 8.3 native-PAGE 
1 -4: 家 看 品系 血液 Hemolymph from silkworm strain (CK): 1: 大 造 Dazao; 2: 21-872; 3: 05-310; 4: 17-161; 5 -12; 划 麻 看 品系 B2 血液 
Hemolymph from the Eri-silkworm strain B2; 5; 4 龄 眼 4th molter; 6: 5 龄 起 看 Early 5th instar larva; 7: 5 龄 饮食 12 h 12 h feeding of the 5th instar 
larva; 8:5 龄 第 3 天 3rd day of the 5th instar larva; 9: 5 龄 第 5 天 5th day of the 5th instar larva; 10: 上 簇 第 1 天 1st day of wandering larva; 11: 





吐 丝 完毕 Just after spinning; 12: 化 晴 当 天 1st day of pupa. 


以 兰花 品系 为 例 分 析 不 同 发 育 时 期 体 壁 中 CI 
的 变化 (图 5 ) ,结果 表明 体 壁 中 E-CIl1, E-CI2, EE- 
CI4 和 -CI5 从 5 龄 第 5 天 开始 活性 明显 增强 ,直到 
吐 丝 完毕 仍 有 较 强 的 活性 ,在 肾 期 活性 减弱 ,E-CI3 
在 整个 发 育 阶 段 表 达 量 低 。 通 过 对 其 他 组 织 检测 结 
果 发 现 一 个 共同 的 现象 ,组 织 中 的 CI 活性 不 如 血液 
































中 强 。 
2.4 不 同 万 麻 蚕 品系 血液 的 蛋白 含量 和 CI 活性 
的 测定 


18 个 万 麻 看 品系 每 上 毫升 血液 中 蛋白质 总 量 和 
全 活性 测定 结果 见 表 2。 申 蓝 的 蛋白 质 含量 最 高 ， 
其 次 为 朝 白 ,678 最 低 ;而 总 活性 则 是 B2 最 高 ,其 
次 为 白 有 ， 花 青 黄 最 低 。 从 比 活性 (每 毫克 蛋白 质 
含 活 性 单位 ) 分 析 发 现 ,678 最 高 ,为 68.44 U/mg， 
南 一 其 次 ,为 28.94 U/mg, 花 青 黄 最 低 , 为 5.41 
i 结果 说 明 CI 的 活性 与 品系 中 和 蛋白质 含量 
没有 关系 。 
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图 5 荧 麻 春兰 花 品系 不 同 发 育 时 期 体 壁 的 CI 检测 电泳 图 谱 


Fig. 5 Electrophoretic patterns of Cls in the integument of 











Samia cynthia ricini strain Lanhua at various 
developmental stages by pH 8.3 native-PAGE 
1:4 龄 眼 4th molter; 2: 5 龄 起 看 Early 5th instar larva; 3: 5 龄 饮食 
12 h 12 h feeding of the 5th instar larva; 4: 5 龄 第 3 天 3rd day of the 
5th instar larva; 5: 5 龄 第 5 天 5th day of the 5th instar larva; 6: 上 簇 
第 1 天 1st day of wandering larva; 7: 吐 丝 完毕 Just after spinning; 8: 


化 肾 当 天 1st day of pupa. 
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表 2 18 个 万 麻 乔 品系 血液 的 蛋白 质 浓度 和 CI 活性 比较 


Table 2 Comparison of the total protein concentration and CI specific activity in the 


hemolymph of 18 strains of the Eri-silkworm, Samia cynthia ricini 












































品系 总 蛋白 浓度 (mg/ mL) CI 总 活性 (U/mL) CI 比 活 性 (U/mg) 
Strains Total protein concentration Total CI activity Specific activity of CI 

桂 B GuiB 95.04 2 118.67 22:29 
高 白 Gaobai 83.71 2 263.19 27.04 
素 白 Subai 78.13 2 209.81 28.28 
678 28.85 1 974.44 68.44 
681 134.96 2.137.37 15.99 
南 一 Nanyi 72737 2 094.68 28.94 
白 黄 Baihuang 84.25 2 001.60 23.76 
兰花 Lanhua 67.88 1716.10 25.28 
小 花白 Xaiohuabai 92.16 2 018.68 21.90 
B4 139.64 1 965.50 14.08 
花 黄 Huahuang 110. 14 2 213.50 20. 10 
B2 124.52 2 379.36 19.11 
白 有 Baiyou 111.22 2 326.46 21.37 

1 蓝 Shenlan 176. 87 2 326.46 13.15 
广 白 黄 Guangbaihuang 137. 54 1 518.45 11.04 
楼 花 黄 Cuhuahuang 141.88 1 239.42 8.74 
朝 白 Zhaobai 152.10 1 274.09 8.38 
花 青 黄 Huaqinghuang 143. 84 777.93 5.41 


3 讨论 





胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 是 一 类 可 以 抑制 胰 凝 乳 蛋 
白 酶 水 解 活 性 的 小 分 子 多 肽 ,属于 丝氨酸 蛋白 酶 抑 
制剂 ,不 仅 在 昆虫 正常 的 生长 发 育 和 免疫 防御 中 起 
着 重要 作用 ,而且 在 害虫 控制 中 具有 洪 在 的 利用 价 
值 ,因而 受到 世界 上 不 少 学 者 的 重视 (Carrell， 
1988; Christeller, 2005 ) 。 昆 虫 的 血液 .中 肠 、 脂肪 
体 等 许多 器 官 中 存在 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 抑制 剂 。 本 文 借 
助 对 家 蛋 CI 的 研究 方法 和 实验 经 验 , 以 家 看 品系 为 
对 照 , 通 过 碱 性 和 酸性 非 变 性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 
和 CI 活性 染色 ,调查 了 18 个 万 麻 看 品系 的 血液 及 


























麻 丰 血液 中 检测 到 3 种 CIs ,命名 为 E-Cla, E-Clb 和 
E-CIc ,其 在 品系 间 分 布 一 致 ,无 多 态 性 。 根 据 电泳 
迁移 度 可 以 看 出 这 3 种 Cls 的 等 电 点 都 比 家 看 CI 
的 等 电 点 小 ,推测 不 是 家 大 CI 的 同 源 物 。 
萝 麻 看 品系 的 头 、 体 壁 、 脂 肪 体 、 丝 腺 等 组 织 

官 中 发 现 的 CI 在 血液 中 都 能 检测 到 ,这 是 由 于 昆虫 
血液 是 开放 性 循环 系统 ,其 他 器 官 合成 的 CI 会 进入 
到 血液 中 。 已 有 的 研究 表明 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 的 
功能 可 能 与 免疫 相关 。 比 如 ,He 等 (2003 ,2004 ) 对 
CI-bl 的 研究 证 实 了 这 个 推测 ,认为 CI-bl 是 一 种 脂 
多 糖 结合 蛋白 , 并且 是 唯一 结合 于 大 肠 杆 菌 的 Cl， 
其 结合 可 能 与 脂 多 糖 有 关 。 因 此 ,推测 CI-bl 可 能 
具有 对 微生物 入 侵 的 抗 性 ,或 与 血液 中 其 他 物质 反 










































































其 主要 组 织 中 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 在 品系 间 的 多 态 
性 分 布 。 在 碱 性 Native-PAGE 中 ,家 等 血液 中 检测 
有 2B] CI1, CI2, C13, CI4, C17, CI8, CI9, CI10, CI13’ 
和 CI13 共 10 种 CIs( 李 娟 等 , 2006) ,在 苑 麻 奉 中 检 
测 到 7 种 CIs, 分 别 命 名 为 E-CI1, E-CI2 ，E-CI3 ，E- 
CI4, E-CI5, E-CI6 和 E-CI7。 家 和 大 品系 间 血 液 中 的 
CI 分 布 具有 丰富 的 多 态 性 ,而 曹 麻 乍 品系 间 血 液 中 
CI 分布 无 明显 的 多 态 性 ,但 表达 量 都 较 家 看 高 。 在 
酸性 Native-PAGE 中 ,家 看 血 液 中 共 检 测 到 CIbl， 
CIb2,CIb3 和 CIb4 共 4 种 CIs, 品 系 不 同 CI 分 布 的 
种 类 差异 极 明显 ,与 碱 性 电泳 的 结果 一 致 。 而 在 萝 

















应 以 应 对 感染 。 在 龙 麻 看 的 多 个 组 织 絮 官 中 ,都 检 
测 到 大 量 的 CT, 这 可 能 与 事 麻 看 生活 在 野外 ,具有 
更 强 的 抗 逆 作 用 有 关 。 

本 实验 发 现 , 厚 麻 等 血液 中 的 CI, 从 5 龄 第 3 
天 开始 活性 明显 增强 ,直到 化 师 仍 有 较 强 的 活性 。 
在 组 织 中 CI 的 活性 也 是 从 5 龄 第 3 天 开始 增强 ,到 
上 获 达 到 最 大 ,但 是 化 晴 后 基本 没有 活性 了 。 在 整 
个 发 育 进程 中 ,组 织 中 的 CI 活性 不 如 血液 中 的 CI 
活性 强 。 本 实验 的 研究 结果 与 Eguchi 等 (1986 ) 的 
研究 吻合 ,Eguchi 等 (1986 ) 发 现 家 条 胰 凝 乳 重 白 酶 
抑制 剂 从 胚胎 发 育 的 前 期 到 成 虫 期 都 有 表达 ,特别 
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是 幼虫 最 后 一 个 龄 期 表达 量 迅速 增加 , 血液、 脂肪 体 
等 部 位 都 有 大 量 的 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 抑制 剂 存在 , 吐 丝 
时 表达 量 达 到 最 大 。 说 明 草 麻 乍 在 最 后 一 个 龄 期 合 
成 并 贮存 了 大 量 的 蛋白 质 供 后 期 发 育 和 变态 所 需 。 

家 盔 和 功 麻 看 不 但 分 类 不 同 ,而 且 其 生存 状态 
也 有 较 大 差异 。 家 在 是 经 过 了 五 千年 的 人 工 驯 化 而 
来 ,长 期 依赖 人 工 饲养 ,并 只 以 桑 叶 为 食 ,因此 生活 
环境 相对 单一 。 相 反 , 功 麻 看 处 于 半 驯 化 状态 ,其 饲 
料 资源 丰富 ,可 以 进食 草 态 Ricinus communis, 也 可 
以 食 木 世 Manihot esculenia 、 奥 本 Ailanthus altissima 
等 树叶 。 男 一 方面 ,家 看 由 于 受 人 工 驯 化 和 饲养 ,对 
病原 微生物 的 抵抗 性 较 弱 , 易 受 多 种 病害 影响 ;而 萝 
麻 看 属于 野生 类 型 的 无 滞 育 期 多 化 性 鳞 翅 目 昆 虫 ， 
在 长 期 的 进化 过 程 中 ,形成 了 较 强 的 抗 逆 能 力 和 独 
特 的 防御 系统 ,其 抗 病 能 力也 远 较 家 看 为 强 。 人 研究 
者 对 蛋白 酶 抑制 剂 在 外 界 压力 下 发 生 的 变化 进行 了 
分 析 , 认 为 其 将 在 物种 进化 机 制 中 发 挥 重要 作用 
(Zhao et al., 2007)。 由 此 我 们 认为 , 蕊 麻 盔 与 家 看 
在 CI 种 类 上 的 差异 ,可 能 与 物种 分 类 和 生存 环境 都 
有 关系 。 

草 麻 和 蛋 作 为 鳞 翅 目 昆 虫 的 一 种 ,对 CI 的 研究 既 
增加 了 对 艺 麻 系 生 理 生化 的 了 解 ,也 为 其 他 鳞 翅 目 
昆虫 的 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 的 研究 提供 参考 。 本 研 
究 获得 了 草 采 和 蛋 的 CI 分 布 信息 ,将 为 进一步 研究 各 
种 CI 的 功能 及 害虫 的 生物 防治 提供 一 些 很 有 价值 
的 线索 。 
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